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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betiifft Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexe erzeugende bakterielle Mikroor- 
ganismen des Genus Pseudomonas sowie ein Verfahren zu deren Herstellung; Gewinnung und Vermehnmg. Die 
5 Erfindung betrifft auBerdem ein mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von Rhamnolipid-AJginatpoIy- 
mer-Komplexen unter Verwendung von Mikroorganismen des Genus Pseudomonas sowie neue Rhamnoiipid- 
AJginatpolymer-Komplexe. Die Erfindung betrifft weiter Konzentrate und Losungen von Rhamnolipid-Alginat- 
polymer-Komplexen mit oberflachenaktiven Eigenschaften sowie durch derartige Konzentrate oder Ldsungen 
stabilisierte Emulsionen. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Rhanmoiipid-Alginatpolyraer-Koni- 

to piexen enthaltenden Konzentraten und Ldsungen zur Stabilisierung von Emulsionen. Diese Verwendung kann in 
den unterschiedlichsten technischen Bereichen zu Einsatz kommen. 

Bakterien des Genus Pseudomonas sind bekanntermaBen aerob iebende, gramnegadve, zur Familie der 
Pseudomonadaceen gehorende Bakterien, die meist polar begelBelt sind und optisch an ihrer Form (gerade oder 
schwach gekrOmmte Stabchen) erkannt werden konnen. Wie verschiedene andere Mikroorganismen-Genera, 

15 sind auch Bakterien des Genus Pseudomonas, insbesondere einige Stamme von Pseudomonas aeruginosa, in der 
Lage, Kohlenwasserstoffe als Kohlenstoffquelle zu assimiiieren und in wertvolle Substanzen, beispielsweise in 
hochaktive Biotenside, umzuwandeln. Das Zuchten von Bakterien des Genus Pseudomonas, insbesondere von 
Pseudomonas aeruginosa, unter Herstellung derartiger Biotenside, beispielsweise unter Herstellung von Rham- 
noiipiden, ist Gegenstand zahlreicher Druckschriften wie beispielsweise DE-A 21 50 375; T. Wagner; in: Strate- 

20 gies for Biosurfactant Production; Fat ScL TechnoL 89 (1987), 586—591"; "S. Lang et aL; in: Antinucrobial Effects 
of Biosurfactants; Fat ScL TechnoL 91 (1989X 363—366"; "R. K. Hommel; in: Formation and Physiological Role of 
Biosurfactants produced by Hydrocarbonutilizing microorganisms; Biodegradation 1 (1990^ 107—119"; "M. L 
van Dyke et aL; in: Pseudomonas aeruginosa UG2 Rhanmolipid Surfactants; Can. ]. MicrobioL 39 (1993X 
1071 — 1078" und darin zu findende Zitate. Aus den genannten Druckschriften und weiterem, nachfolgend 

25 zitiertem Stand der Technik ist auch bekannt, daB durch Zuchten von Bakterien des Genus Pseudomonas 
gewonnene Rhamnolipid-Biotenside fur die Reinigung von Oltaxiks oder die Aufarbeitung von Bodenmaterial 
effizient verwendet werden kdnnen, das durch Ol kontaminiert wurde (siehe stellvertretend fur weitere Druck- 
schriften: "I. M Banat et aL; in: Biosurfactant Production and Use in Oil Tank Clean*up; World Journal of 
Microbiology and Biotechnology 7 (1991), 80—88"; und "K. Scheibenbogen; in: Enhanced Removal of Selected 

30 Hydrocarbons from Soil by Pseudomonas aeruginosa UG2 Biosurfactants and Some Chemical Surfactants; J. 
Chem. Tech. BiotechnoL 59 (1994^ 53—59"). 

Die in den genannten Dokumenten beschriebenen Rhamnolipide haben eine Struktur, die aufgebaut ist aus 
einem (oder mehreren» gegebenenfalls glykosidisch verknupften) Rhanmose-Resten und regelmiBig mehreren, 
mehr als 8 iCohlenstoffatome aufweisenden Hydroxyf ettsaure-Resten, die uber Kohlenstoffatome in a-Stellung 

3S zur Carboxyl-Gnippe an die Rhanmose-Reste gebunden sind und untereinander uber die Hydroxygruppe 
esterartig verknupft sein konnen. 

Aus dem Stand der Technik W. Sutherland; in: Biosynthesis of Microbial Exopolysaccharides; Adv. Micr. 
Phys. 23 (1982X 80— 142"; "P. Gacesa; in: Alginates; Carbohydrate Polymers (1988^ 161 — 181"; "L. O. Martins; in: 
Roles of Mn^"*", Mg^"*" and Ca^"*" in Alginate Biosynthesis by Pseudomonas aeruginosa; Enzyme Microb. TechnoL 

40 12 (1990X 794— 799^ war ebenfalls bekannt, daB Pseudomonas aeruginosa ein extracellulares Alginat-Polysac- 
charid im Wege der Assimilation geeigneter KohlenstoffqueUen erzeugen kann. Dieses konnte in zellfreien 
Medien der Zuchtung von Pseudomonas aeruginosa unter geeigneten Bedingungen nachgewiesen werden. Auch 
dieses Produkt entfaltet vorteilhafte Eigenschaften, war aber bisher im Zusammenhang mit Rhamnolipiden, 
insbesondere von durch Pseudomonas aeruginosa erzeugten Rhamnolipiden, nicht bekannt 

45 Die hervorragenden Tensid-Eigenschaften von Rhamnolipiden lassen sich zum Beispiel an den Werten der 
kriUschen MiceU-Konzentration (CMC) an der Oberflache von beispielsweise 0,01 bis 1 g/I und der Grenzfla- 
chen-CMC-Werte von beispielsweise 0,005 bis 0,2 g/l (gegen Hexadecan) und an den Werten der Emiedrigung 
der Oberflachenspannung von Wasser von beispielsweise etwa 70 auf etwa 35 mN/m erkennen (van Dyke et aL, 
a.a.0.). Diese Eigenschaften machen die genannte Verbindungsklasse zu einer bevorzugten Zielgruppe biotech- 

50 nologischer Synthesen, da die mikrobiologtschen Verfahren leicht im industriellen Mafistab unter Verwendung 
preiswerter Ausgangssubstrate hergesteUt werden kdnnen und zu Produkten fuhren, die sich durch hohe 
Effizienz selbst in niedrigen Konzentrationen, durch ihre biologische Abbaubarkeit und durch ihre geringe 
Toxizitat auszeichnen. Durch den preiswerten Erhalt derartiger Biotenside werden neue Wege zu Biotensiden 
eroffnet, die Anwendung finden kdnnen in den technischen Bereichen Reinigung (einschlieSlich Beseitigung von 

55 hydrophoben Kohlenwasserstoff-Kontaminationen mit wafirigen Medien und Textilreinigung mit waBrigen 
Medien), Baustoffe, Metallverarbeitung, Herstellung von Kosmetika, Lebensmitteln und Arzneimitteln sowie 
Mitteln zur Schadiings- und Unkrautbekampfung, ura nur einige beispielhaft zu nennen. 

Eine Aufgabe der Erfindung war, einen neuen Mikroorganismus des Genus Pseudomonas bereitzustellen, der 
im Rahmen seines Stoffwechsels Biotenside, insbesondere Rhanmolipid-Alginatpolymer-Komplexe zu erzeugen 

60 vermag. Eine weitere Aufgabe der Erfindung war, ein Verfahren zur Herstellung bzw. Gewinnung des neuen 
Mikroorganismus des Genus Pseudomonas anzugeben, insbesondere ein solches Verfahren* das leicht und im 
Rahmen bisher bekannter Technologien unter Verwendung preiswerter Substrate durchgefOhrt werden kann. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung war, ein Verfahren anzugeben, das zu neuen» mikrobi logisch herstellba- 
ren Rhamnolipid-AJginatpolymer-Komplexen mit guten Tensid-Eigenschaften fuhrt, sowie derartige' neue 

65 Rhanmolipid- Alginatpolymer-Komplexe mit guten Tensid-Eigenschaften zur Verfugung zu stellen. 

Noch eine Aufgabe der Erfindung war, Konzentrate und Losungen bzw. flussige Systeme wie beispielsweise 
Emulsionen bereitzustellen, die als oberflachenaktiv wirksame Substanzen neue Rhamn lipid-Alginatpolymer- 
Kompl xe enthalten. Ebenfalls war es Aufgab d r Erfindung, Verwendungen von Rhanmolipid-Alginatpoly- 
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mer-Kompiexe enthaltenden Ic^oentraten, Losungen oder anderen SysteraeMmugeben, beispieJsweise zur 
Stabilisiening von Emulsionen oder EnndgUchung von techxiischen Vorgangen, die bisher nicht, nlcht mit der 
gewunschten Effizienz oder nur unter Inkaufnahme einer Schadigung der Umwelt durchgefuhrt werden koim- 
teiL 

Oberraschend wurde namiich gefunden, dafi sich rait einem neuen Bakterium des Genus Pseudomonas, das 
unter Anwendung herkommlicher Techniken auf preiswert erhaltlichen Substraten gezuchtet werden kann, 
neue Rhamnolipid-AIginatpoIymer-Koraplexe auf biotechnologischera Weg herstellen lassen. Diese neuen 
Rharanolipid-Alginatpolymer-Komplexe sind hinsichtJich ihrer oberflachenakdven Eigenschaften mit bisher 
bekannten Rliamnolipiden vergleichbar oder ubertreffen diese sogar. Zudem lassen sich teilweise als Abfailstof- 
fe in industriellen Kreisiaufen anf allende Substanzen als Kohienstoff-Quellen verwenden und fiihren diese einer 
sinnvoilen Nutziing zu. Die erhaltenen neuen RhanmoIipid-AIginatpolymer-Komplexe sind insbesondere bioio- 
gisch abbaubar und toxikologisch vdllig unbedenklich, was sie selbst in sensiblen industriellen Bereichen wie der 
Kosmetik- Industrie oder der Lebensmittel-Technologie verwendbar macht 

Die Erfindung betrifft zur Erzeugung von Rhanuiolipid-Alginatpoiymer-Komplexen befahigte Bakterien des 
Genus Pseudomonas gemafi Patentanspruch 1. 

Die Erf indung betrifft weiter ein Verfahren zur Gewinnung eines zur Erzeugung von Rhanmolipid- Alginatpo- 
lymer-Komplexen befahigten Bakteriums des Genus Pseudomonas gemaB der nachfoigenden Spezifikadon 
nach Patentanspruch 5. 

Weiter betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Vermehrung eines zur Erzeugtmg von Rhamnolipid-AJginat- 
polymer-Komplexen befahigten Bakteriiuns des Genus Pseudomonas gemaB der nachfoigenden Spezifikadon 
nach Patentanspruch 6. 

Die Erfindung betrifft auch ein miicrobioiogisches Verfahren zur Herstellung von Rhajtnnolipid-AIginatpoly- 
mer-KompIexen unter Fermentadon eines zur Erzeugung von Rhamnolipid-AJginatpolymer-Koraplexen befa- 
higten Bakteriums des Genus Pseudomonas gemafi der nachfoigenden Spezifikadon nach Patentanspruch 12. 

Weiter betrifft die ErBndung Rhanmolipid-AJginatpolymer-Komplexe aus Bausteinen der Struktur nach 
Patentanspruch 20. 

Die Erfindung betrifft zudem einen oder mehrere Rhanmolipid- AlginatpoIymer-Komplex(e) gemaB der nach- 
foigenden Spezifikadon entludtende waBrige Konzentrate, Emulsionen oder L5sungen nach den PatentansprQ- 
chen 23, 24 oder 25. 

Letztlich betrifft die Erfindung auch Verwendungen der vorstehend genannten, einen oder mehrere Rhamno- 
lipid-Alginatpoiymer-Komplex(e) gemafi der nachfoigenden Spezifikadon entbaltende wafirige Konzentrate, 
Emulsionen oder Losungen gemafi den Patentanspruchen 26 und 29 bis 34. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspruchea 

Das erfindungsgemafie, zur Erzeugimg von Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexen befahigte Bakterium 
gehort zum Genus Pseudomonas. Es wurde im Rahmen der Erfindung uberraschend gefunden in Bodenproben 
aus dem Erdol-Fdrdergebiet Borislav, westliche Ukraine. Das Bakterium wurde gewonnen unter Anwendtmg 
folgender Verfahrensweise: Fur die Haltung des Bakteriums (Pseudomonas aeruginosa) in einem Schragagar- 
Rohrchen wurde die Standard-Nahrbouillon der Firma Merck (Darmstadt) mit der nachfoigenden Zusammen- 
setzung und imter Zusatz von 1^% Bacto Agar* (Firma Difco, Detroit, U5A.) verwendet. Das Medium wurde 
nach der raitgelieferten Vorschrift angesetzt und hatte nach dem Autoklavieren einen pH-Wert von 7,0. Das 
gleiche Medium wurde auch fur die Herstellung von Agarplatten verwendet Das Medium hatte die folgende 
Zusammensetzung (Mengenangaben in g/1): Mannit: 20,0; NaNOa: 10,0; CaCl2-2 H2O: 0,1; MgS04-7 H20: 0,4; 
Cetyltrimediylammoniumbromid (CTAB): 0;2; Methylenblau: 0,005; Na2HP04 • 2 H20: 0,44; KH2PO4: 0^4; Agar: 
15,0; Spurensalze (2 ml/1): FeS04- 7 H2O: ZQ; MnS04- H2O: (NH4)6Mo7024-4 H20: 0,6. 

Zur Beurteilung der Reinheit der verwendeten Kulturen wurden in zeitlichen Abstanden mikroskopische 
Betrachtungen durchgefuhrt Daneben wurden Verdunnungsreihen in steriler Salzldsung angelegt, aus denen 
Proben auf Agarplatten ausgespatelt wurden. Nach 48-stundiger Inkubation bei 30" C wurden nur im Aussehen 
einheitlich gewachsene Kulturen als reine Kulturen gewertet 

Rhamnolipide wurden uber die Bildung von lonenassoziaten mit Methylenblau in Gegenwart des Kationen- 
tensids (CTAB) erfafit Diese Methode wurde auch auf die Anwendung auf Agarplatten ubertragen: Die Agar- 
platten waren hellblau gefarbt, und bei Bildung von Rhamnolipiden bilden sich dunkelblaue Hofe um die 
Kolonien. Die HofgroBe war der Rhamnolipid-Konzentration propordonal, wie sich beim Auftragen verschiede- 
ner RhamnoIipid*Konzentradonen heraussteilte. Die Agarplatten mit Stammen von Pseudomonas aeruginosa 
gemaB der Er^ndung wurden bei SO^'C inkubiert Nach Anwachsen der Kolonien (48 h) konnte die Nachweisre- 
akdon beobachtet werden. 

Proben des Bakteriums konnten anhand folgender Eigenschaften charakterisiert werden: 

— Individuen: einzellig; 

— Form: Stabchen(siehe Fig. 1); 

— GroBe:Lange l3bis4,0}mi;Breite:03bb03 |im; 

— GeiBeln: polar 1 ; 

— Bewegung: f estgestellt ( + ); 

— Gramverhalten: Gram-negativ; 

— Lyse durch 3% KOH: + ; 

— Aminopepddase (Cemy): + ; 

— Sporen: keine ( — ); 

— Oxidase: + ; 

— Catalase:+; 

— ADH:+ ; 

3 
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— N02ausN03: +; 

— Urease: +; 

— Hydrolyse von Gelatine: + ; 

— aerob; 
5 — Substratverwertung: 

Adipat: +; 
Citrat:+; 
Malat:+; 
D-Glucose: + ; 
10 Mannitol: + ; 
Acetamid: + ; 
Geraniol: +. 

Das Profil der zellularen Fettsauren 1st typisch fur die Spezies Pseudomonas aeruginosa. 

Die partielle Sequenziening der I6SrDNA ergab eine hohe Ahnlichkeit mit derjenigen dieser Art 
15 ErfindungsgemilB sind identische Bakterien des Genus Pseudomonas auch dadurch erhaltlicfa* daB man ein 
Bakterium des Genus Pseudomonas, beispielsweise Pseudomonas aeruginosa, unter Schutteln (200 Upm) auf 
einem Kulturmedium folgender Zusammensetzung zuchtet (Angaben der Mengen in g/I): NaNOa: 3,0; 
K2HP04-3 H20: 2,0; KH2PO4: 1,5; MgS04-7 H20: Na-citrat: 5,0; FeS04-7 H20: 0,0005; Caa2: 0,5; Kohlen- 
stoffqueile:20,0. 

20 Die vorstehend genannten Bakterien des Genus Pseudomonas mit identischen morphologischen und physio* 
logischen Eigenschaften und gleicher Fahigkeit zur Bildung von Rhamnolipid-Alginatpolymer-Konzentraten 
wurden mit der Bezeichnung ID 96-1 15 versehen und am 23. Februar 1996 bei der DSMZ-Deutschen Samralung 
von Mikroorganlsmen und Zellkulturen GmbH unter der Htnterlegungsnummer DSM 10554 hinterlegt 

ErfindungsgemaB wurden derartige Bakterien des Genus Pseudomonas, die zur Erzeugung von Rhamnolipxd* 

25 AJginatpoIymer*lComplexen befahigt sind, aus Bodenproben aus dem Erdol-Fdrdergebiet Borislav, westliche 
Ukraine. Die Gewinnung'erf olgt nach dem oben beschriebenen Verfahren. 

Die erfindungsgemaBen, zur Erzeugung von RhamnoUpid-Alginatpolymer-Komplexen befahigten Bakterien 
des Genus Pseudomonas lassen sich im Rahmen eines ubiichen Verfahrens zur Zuchtung von Bakterien, 
beispielsweise in einer bewegten Submerskultur, dadurch zuchten bzw. vermehren, daB man 

30 

— ein waBriges, mindestens eine assimiiierbare Kohlenstoffquelle, raindestens eine assimiiierbare Stick- 
stoffquelle und an sich bekannte Nahrsalze in geeigneten Konzentrationen enthaltendes Nahrmedium 
herstellt und dieses sterilisiert; 

das so erhaltene Nahrmedium mit einem Bakterium des Genus Pseudomonas beimpft, das wie vorste* 
35 . hend beschrieben aus einer Bodenprobe gewonnen wurde oder im Rahmen beispielsweise eines Mutations- 
verfahrens aus Pseudomonas aeruginosa hergestellt wurde, und 

— das Bakterium des Genus Pseudomonas bei einem pH-Wert im Bereich von 6,5 bis 7J5, 

— und bei einer Temperatur im Bereich von 20 bis 35**Q 

— aerob in bewegter Submerskultur zuchtet 

40 

Bevorzugt wird erfindungsgemaB das mit Fahigkeit zur Bildung von Rhanmolipid-Alginatpolymer-Komple- 
xen ausgestattete Bakterium des Genus Pseudomonas verwendet, das mit der Bezeichnung ID 96-115 versehen 
und am 23. Februar 1996 bei der DSMZ-Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
unter der Hinterlegungsnummer DSM 10554 hinterlegt wurde. Dieses Bakterium ist besonders gut zur Bildung 

45 des erstrebten Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexes in der Lage und kann zudem eine groBe Zahl wirt- 
schafdlch interessanter Kohlenstoffquellen assimilieren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden als assimiiierbare Kohlenstoffquelle 
eine oder mehrere Verbindungen aus der aus Glucose, Xylose, Maltose, Saccharose, Mannit, Glycerin, Ethanol, 
n-Paraffine, Natriumcitrat, Natriumacetat, Natriumsuccinat und Fettsaureester bestehenden Gruppe verwendet 

50 Besonders bevorzugt als assimiiierbare Kohlenstoffquelle eignen sich pflanzliche Ole einzeln oder in Mischun- 
gen, wobei Rapsdl als ein preiswert erhaltliches, regenerierbares Produkt besonders bevorzugt ist und hervorra- 
gende Ergebnisse liefert Weiter besonders bevorzugt sind Abfalle aus der Margarine-Produktion. Auch diese 
Uefem nicht nur gute Ergebnisse bei der Fermentierung, sondem fallen auch als Abfallprodukte industrieller 
Verfahren, die sonst aufwendig entsorgt werden muBten, preiswert an. 

55 Die genannten Kohlenstoffquellen sind in der Ndhriosung in fur die Fermentation geeigneten Mengen 
zugegen. Diese liegen bevorzugt bei 10 bis 50 g/l« noch mehr bevorzugt bei etwa 15 bis 25 g/I, besonders 
bevorzugt bei etwa 20 g/I, der Nahrldsung. 

Als Stickstoffquelle konnen die ubiichen anorganischen und/oder organischen Stickstoffquellen verwendet 
werden, wie sie allgemein in Fermentadonsverfahren Anwendung finden. Beispiele geeigneter Stickstoffquellen 

60 sind Nitrate, Ammoniumsaize, Hamstoff und Pepton. Aminosauren sind fur das Wachstum der Bakterien in dem 
erfoidungsgemaBen Fermentadonsverfahren nicht essentielL 

Di~ g nannten Stickstoffquellen sind in der Nahrldsung in fiir die Fermentation geeigneten Mengen zugegen. 
Diese liegen bevorzugt bei 1 bis 5 g/1, noch mehr bevorzugt bei 2 bis 4 g/1, besonders bevorzugt bei etwa 3 g/I, 
der Nahrldsung. 

65 Neben den vorstehend genannten Kohlenstoffquellen und Stickstoffquellen werden dem Nahrmedium bzw. 
der Fermentationsbruhe noch anorganische und/oder organische Salze zugesetzt, wie dies dem Fachmann 
bekannt ist Beispiele geeigneter Verbindungen (ohne auf diese beschrankt zu sein) sind Phosphate wie Dialkali- 
umhydrogenphosphat-trihydrat (z. B. in einer Menge von 1 bis 5 g/L besonders von twa 2 g/lX Kaliumhydrogen- 

4 
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phosphat (z. B. in einer Menge^Wi 1 bis 5 g/1, besonders von 1^ g/1); Sulfate ^■Wagnesiumsulfatheptahydrat 
(z. B. in einer Menge von 0,1 bis 1 g/1, besonders von etwa 0^ g/1); Chloride wie Calciumchlorid (z. B. in einer 
Menge von 0,01 bis 04 g/l» besonders von etwa 0,05 g/1); Eisensaize wie Eisensulfat-heptahydrat (z. B. in einer 
Menge von 0,0001 bis 0,001 g/1, besonders von etwa 0,0005 g/1); Calciumsaize wie das vorstehend genannte 
Calciumchlorid; Salze organischer Sauren wie Natriumcitrat (z. B. in einer Menge von 1 bis 10 g/1, besonders von s 
etwa 5 g/I); usw. Auch andere, fur die Fermentation an sich bekannte Zusatze wie beispielsweise Puffer-Substan- 
zen konnen in den dem Fachmann gelaufigen Mengen verwendet werden, ohne daB cs an dieser Stelle der 
Erwahnung bedarf. 

Der pH- Wert der Nahrldsung bewegt sich wahrend des erfindungsgemaBen Verf ahrens im Bereich 6J5 bis 7 A 
bevorzugt im Bereich von Sfi bis und in stationarer Phase im Bereich von 8,0 bis 9,0. 10 

Das e^ndungsgemafie Fermentationsverfahren zur Vermehrung des zur Erzeugung von Rhamnolipid-Algi- 
natpoIymer-Komplexen befahigten Baktenums des Genus Pseudomonas gemaB der Erfindung wird unter den 
vorstehend genannten Bedingungen fur eine Zeit zwischen 0,5 und 5 Tagen durchgefOhrt Die logarithmische 
Wachstumsphase erreicht das System etwa nach 20 Stunden. 

Wie bereits oben angesprochen, sind die erfindungsgemaBen Rhanmolipid-Alginatpolymer-Komplexe als is 
. Stoffwechselprodukte der gemaB der Erfindung bereitgestellten neuen Bakterien des Genus Pseudomonas 
anzusehen. Das erfindungsgemaBe mikrobiologische Verfahren zur Herstellung umfaBt damit die Schritte, daB 
man 

— ein waBriges, mindestens eine assimilierbare Kohlenstoffquelle, mindestens eine assimilierbare Stick- 20 
stcffquelle und an sich bekannte Nahrsalze in geeigneten Konzentrationen enthaltendes Nahrmedium 
hersteilt und dieses sterilisiert; 

— das so erhaltene Nahrmedium mit einem Bakterium des Genus Pseudomonas beimpft, das wie vorste- 
hend beschrieben aus einer Bodenprobe gewonnen wurde oder im Rahmen beispielsweise eines Mutations- 
verfahrensaus Pseudomonas aeruginosa hergestelltwurde; 25 

— das Bakterium des Genus Pseudomonas bei einem pH-Wert im Bereich von 6,5 bis 7J5 und bei einer 
Temperatur im Bereich von 20 bis 35® C aerob in bewegter Submerskultur zuchtet ; 

die Zellen des Baktenums des Genus Pseudomonas auf an sich bekannte Weise von dem waBngen 
Medium abtrennt; und gegebenenfalls 

^ die Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexe aus dem zellfreien waBrigen Medium gewinnt 30 

Die ersten vicr Schritte des Verfahrens verlaufen also gleich den Schritten der Zuchttmg bzw. Vermehnmg 
der erfindungsgemaBen Mikroorganismen des Genus Pseudomonas; die oben genannten Schritte wie auch die 
oben beschriebenen bevorzugten Ausfuhrungsformen dieser Schritte sind also gleichverlaufend den Schritten 
der Herstellung der neuen erfindtmgsgemaBen Rhamnoiipid-Alginatpolymer-Komplexe, und es kann auf eine 35 
emeute Beschreibung an dieser Stelle verzichtet werden. 

Nach AbschluB des Herstellungsverfahrens werden die Zellen des Bakteriums des Genus Pseudomonas auf^an 
sich bekannte Weise von dem waBrigen Medium der Nahrldsung abgetrennt Dies kann in bevorzugter Weise 
geschehen durch Abzentrifugieren der Zellen von der waBrigen Phase oder durch Membranfiltration. Es sind 
jedoch auch andere Trennverf ahren anwendbar. 40 

Gegebenenfalls konnen die erfindungsgemaBen Rhamnolipid-AIginatpolymer-Komplexe aus dem so erhalte- 
nen zellfreien waBrigen Medium isoliert werden. Auch hierbei kommen an sich bekannte herkonmiliche Verfah- 
ren zur Anwendimg. Als Beispiele seien Verfahren unter Gefriertrocknen oder Ausfallen aus der Ldsung 
genannt Wenn die Produkte aus der waBrigen Losung ausgefallt werden, wird hierzu in einer besonders 
bevorzugten AusfOhningsform des Verfahrens die waBrige Ldsung z. B. mit 0,5 N HCl angesauert, beispielswei- 45 
se auf einen pH-Wert von etwa 3^, und im Verlauf von 2 Stunden abgekuhlt, beispielsweise auf eine Temperatur 
von IS"* C Das ausgefallene Produkt wird in an sich bekannter Weise abfiltriert oder abzentrifugiert 

Auf diese Weise werden die neuen Rhamnolipid-AlginatpoIymer-IComplexe gemaB der Erfindung gewonnen. 
Diese sind aus Bausteinen der folgenden Struktiu-en aufgebaut: 



— Alginatpolymer-Komponente (Alg): 1,4-verknupftes Copolymer aus p-D-Mannuronsaure und seinem 
C5-Epimer a-L-Guluronsaure: 



50 



COOH rnnu 
yl—O. J— O 




^ Rhanmolipid-Komponente I (RL I): a-L-Rhanmosyl-P-hydroxydecano^-P-hydroxydecansaure 
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10 



15 



20 



30 



HO HO 



— Rhanmolipid-Komponente II (RL II): a-L-Rhamnosyi-a-Lrrhainnos^-P-l^tlroxydecanoyl-hydroxydec- 
ansaure 



HO /I °vl T 



0 o 

1 B 

O-^H -CHj-C — O-CH — CHj— C-OH 

CH. 



3 

HO 



HO HO 



35 Nachweislich sind in den erfindungsgemaBen RhamnoHpid-AJginatpolymer-KompIexen gemafi der Erfindung 
zwei Rhamnolipid-Komponenten der Strukturen RL— I und RL— 11 und eine Alginatpolymer-Koinponente der 
Stmkttir Alg enthalten. ErfindungsgemaB sind besonders bevorzugt die Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komple- 
xe, wie sie nach dem oben beschriebenen Verfahren als Stoffwechselprodukte des Bakteriums des Genus 
Pseudomonas erhaltlich sind, insbesondere des Bakteriums mit der Bezeichnung ID 96- 11 5, wie es am 23. 

40 Februar 1996 bei der DSMZ-Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter der 
Hinterlegungsnimomer DSM 10554 von der Anmelderin hinteriegt wurde. 

Die Analyse der erfindungsgemafien Rhamnolipid-AJginatpoiymer-Komplexe erfolgt nach an sich bekannten 
Methoden. So kann der Rhamnolipid-Gehalt bestimmt werden durch Abnahme eines aliquotea Tells (z. B. 10 bis 
50 ml) der zellfreien Kulturbruhe, mehrmaliges Extrahieren der abgenommenen Menge nut einem organischen 

45 LSsungsmittel (z. B, mit CHCls/MeOH im Volumenverhaltnis 2 : IX Vereinigen der organischen Extrakte und 
Abziehen des organischen Losungsmitteis. Durch Zusatz von Antiuron wird ein Komplex mit der Rhamnose- 
Komponente des Komplexes hergestellt, dessen Konzentration photometrisch gegen eine Standardreihe be- 
kannter Konzentrationen gemessen werden kann» 

Der Alginatgehalt wird beispielsweise gravimetrisch nach FaUung des Komplexes mit Isopropanol in Doppel- 

50 bestimmungen ermittelt Dazu wird ein aliquoter Teil der zellfreien Kulturbruhe, z. B. 10 bis 50 ml, mit 2 Teilen 
Isopropanol versetzt. Nach AbschluB der Fallungsreaktion wurde das Alginat 15 min bei 15.000 x g abzentrihi- 
giert Der Oberstand wurde abdekantiert, und das Pellet wurde mit 70% (v/v) Isopropanol gewaschen, 48 h bei 
40^C im Vakuiuntrockenschrank getrocknet und gewogen. Die erfindungsgemaBen Kompiexe sind auBerdem 
charakterisiert durch Elementaranalysen, IR-Absorptionsspektren und andere speziHsche phystkalisch-chemi*- 

55 sche Methoden wie Tensiometrie, Rheologie, Dunnschichtchromatographie» Hochdruck-FIussigkeitschromato- 
graphic (HPLC) und Massenspeklroskopie. Folgende Komponenten der Kompiexe lassen sich identiHzieren: 
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(a) Rhamnolipid 



I): 



CMC: 



50 sn^ 

29,5 nN/m; 

0,020 nN/m (n-Heptan); 



(b) Rhamnolipid II (RL IQ: 



CMC: 



20g/l; 
28,8 nN/m; 

0,014 nN/m (n-Heptan); 
ca. 400,000. 



(c) Alginat-Polymer (Alg): 



MG: 



Fur die praktische Anwendung werden erfindungsgemaB wafirige Konzentrate bereitgestellt, die einen oder 
mehrere erfindiingsgema6e(n) Rhamnolipid-Alginatpolymer'KonipIex(e) der oben angegebenen Struktur ent- 
haiteiL In diesen waBrigen Konzentraten betragt der Gehalt an einem oder mehreren Rluminolipid- Alginatpoly- 
mer-Komplex(en) 6,0 bis 12,0 g/L 

AJtemativ Iconhen enindungsgenisB waBrige Losungen vorgesehen werden, die entweder die waBrigen 
Systeme nach Abtrennen der Zelien sind, wie sie als Ergebnis des oben beschriebenen HersteUacgsverfahrens 
entstehen, oder solche waBrigen Losungen, wie sie beispielsweise dtirch Verdunnen der oben beschriebenen 
Konzentrate erhalten werden konnen. Diese waBrigen Ldsungen enthalten einen oder mehrere erHndungsge- 
maBe(n) IUiamno]ipid-A]ginatpo[ynier-Komplex(e) der oben angegebenen Struktur. In diesen waBrigen Ldsun- 
gen betragt der Gehalt an einem oder mehreren Rhamnolipid- A]ginatpolymer-Komplex(en) 0,1 bis 15 Gew.-%. 

Unter die Erfindung fallen auch Emulsionen auf waBriger Basis, die einen oder mehrere erflndungsgeroaBe(n) 
Rhamnolipid- AJginatpoIymer*Komplex(e) der oben angegebenen Struktur enthalten. In diesen waBrigen Emul- 
sionen betragt der Gehalt an einem oder mehreren Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplex(en) 0,05 bis 
5 Gew.-%. Die genannten Emulsionen kdnnen neben den genannten Komponenten beispielsweise noch Ole, 
Fette oder andere Komponenten enthalten, die nicht oder nur unztireichend mit Wasser mischbar sind, solange 
nicht die oberflachenaktiv wirksamen erfindungsgemaBen Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexe der oben 
angegebenen Struktur zugegen sind, die jedoch in der waBrigen Phase eine stabile Emulsion in Gegenwart der 
erfindungsgemaBen Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexe bilden. 

Die vorgenannten Konzentrate, Ldsungen oder Emulsionen kdnnen in einer Vlelzahl von Verwendungen 
eingesetzt werden. Ein Beispiel ist — ohne auf dieses beschrankt zu sein — die Reinigung von Textilien. So 
konnen in bevorzugten Anwendungen Textilien aus den verschiedensten Materialien wie WoUe, Fell, Leder, 
Kunsdeder, Baumwoile, Seide, Kunstseide oder Leinen von auf herkdmmlichen Wegen nur schlecht oder gar 
nicht zu beseitigenden Verunreinigungen wie tierischen, pflanzlichen oder mineralischen Fetten, Olen,*Blut, 
Lanolin usw. befreit werden. Bei der Reinigimg kommen im wesentlichen waBrige, die erfindungsgemaBen 
Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexe enthaltende Ldsungen zur Einwirkung. 

Eine weitere, mit Vorteil zu sehende Verwendung gemaB der Erfindung liegt in der Reinigung von Bodemna- 
teriai wie beispielsweise Erde, Sand, Kehrgut, Gestein o. a. von Fetten oder Olen, beispielsweise von kontaminie- 
renden mineralischen Olen. Eine solche Verwendung kann eine RoUe spielen bei Auslaufen oder Lecken von 
digefuUten Behaltem oder bei Unfallen, bei denen Ol in die Umwelt gelangt Mit Hilfe der erfindungsgemaBen 
Konzentrate oder Ldsungen kdnnen mit hoher EfHzienz beispielsweise mineralische Ole in waBrigen Reini- 
gungsphasen emulsionsartig gebunden werden. Die hervorragenden oberflachenaktiven Eigenschaften der 
erfindungsgemaBen Rhamnolipid-Aiginatpolymer-Komplexe fuhren zu einer weit besseren Aufnahme der Ol- 
Verschmutzungen in die waBrige Phase. Die Effizienz herkdmmlicher Produkte kann dabei deutlich ubertroffen 
werden. 

Die gleiche uberraschende Wirkung kann auch erzielt werden bei der Verwendung der die erfindungsgema- 
Ben Rhamnolipid- Alginatpolymer-Komplexe enthaltenden Konzentrate oder Ldsungen zur Reinigung von 
Anlagen, Maschinen, Maschinenteilen, Werkzeugen und Instrumentea Insbesondere empfindliche Instrumente 
wie arztliche Instrumente kdnnen unter Verwendung der erfindungsgemaBen Rhamnolipid-Alginatpolymer- 
Komplexe mit grpBem Vorteil behandelt und gereinigt werden. 

Oberraschend wurde auch gefunden, daB bei Umweltkatastrophen unter Beteiligtmg von Ol in Mitleiden- 
schaft gezogene Tiere wie beispielsweise Vdgel in schonender und den Herkdrper nicht schadigender Weise mit 
waBrigen Ldsungen, die die erfindungsgemaBen Rhanuiolipid-Alginatpolymer-Komplexe enthalten, behandelt 
und so von Olruckstanden befreit werden kdnnen. Die naturlichen Biotenside wirken insbesondere der fur 
Wassertiere lebensnotwendigen Ruckfettung des Federkleides bzw. der Haut nicht entgegen, so daB eine weit 
grdBere Oberlebensrate etzielt werden kann als bei Anwendung herkdmmlicher ReinigungsmitteL 

Weitere bevorzugte Verwendungen gemaB der Erfindung ergeben sich ebeofalls aus den hocheffizienten 
oberflachenaktiven Eigenschaften der erfindungsgemaBen Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexe und der 
Tatsache, daB sie untoxisch und unter biologischen Bedingungen abbaubar sind. Sie lassen sich namlich mit 
Vorteil auch in der Lebensmitteltechnologie und in der Kosmetik als effiziente Emulgatoren fur die Emulgierung 
von Fettphasen und waBrigen Phasen ineinander verwenden. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgend n Beispiele naher erlautert,ohne auf diese beschrankt zu sein. 
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Beispiele 1 bis 4 ' 

Der erfindungsgemaBe Stamm Pseudomonas aeruginosa DSM 10554 wurde in einem Nahnnedium folgender 
Zusaimnensetzung'in Schuttelkultur (200 Upm) bei 30*^C fur die in der nachfolgenden Tabelle 1 angegebene Zeit 
5 gezuchtet (Angaben der Mengen in g/\): 

K2HPO4*3H2O:2»0; 
KH2P04:1^; 
10 MgSO4-7H2O:0^; 
Na-citrat:5,0; 
FeS04 - 7 H20: 0,0005; 

Kohlenstoffquelle: 20,0. 

15 

^ Die in den einzelnen Beispielen verwendete Kohlenstoffquelle ist in Tabelle 1 angegeben. 

Die Kultivierung wurde nach der in Tabelle 1 angegebenen Zeit abgebrochen, und die Kulturbruhe wurde von 
Zellen des Mikroorganismus befreit 

Der Gehalt an Rhanmolipid-Alginat-Biopolymer-Komplex (RABK) ist in Tabelle 1 angegeben, Angegeben in 
20 Tabelle 1 sind aucfa die Werte oberflachenaktiven Spannung a2 und der grenzflachenaktiven Spannung 01 der 
zellfreien Kulturbruhe. Letztere wurden bestimmt nach Standardverfahren (RingmeBmethodeX die dem Fach- 
mann bekannt sind und daher keiner detaillierten Erlauterung bedGrfen. 

Tabelle 1 

25 



Bsp. 


Kohlenstoffquelle 


Dauer 
(h> 


RABK-Konz. 
<g/0 


(mN/m) 


(mN/m) 


1 


RsspsicA 


120 


11,0 


28,8 


0,06 


2 


Ethanol 


96 


94 


29,5 


0,07 


3 


Glukose 


72 


6.1 


30,1 


0,10 


4 


Glycerin 


96 


12,5 


29,5 


0,02 



45 

Die Beispiele 1 bis 4 zeigen, daB auf der Grundiage einfach zuganglicher Kohlenstoffquellen, die teilweise als 
Industrieabfalle zuganglich sind, eine hohe Biotensid-Konzentration in der Kulturbruhe erhalten werden kann, 
die gute oberflachenaktive Eigenschaften zeigt 

50 BeispielS 

Mit dem gemaB den Beispielen 1 bis 4 erhaltenen Rhamnolipid-Alginat-Biopolymer-Komplex (RABK) wur- 
den die oberflachenaktiven Eigenschaften beim Waschen untersucht 
Dazu wurde eine Schaffell-Probe mit naturlicher Verschmutzung bei SO'^C 30 nun lang unter standigem 
55 Bewegen m waBriger Phase behandelt, die 1^% RABK enthielt, wie es gemaB den Beispielen 1 bis 4 erhalten 
worden war. Danach wurde die Schaffell-Probe dreimal mit Leitimgswasser gespult und getrocknet 

Die getrocknete Schaffell-Probe wurde zur Ermittlung des Reinigungsergebnisses dreimal mit CHCIs/MeOH 
(2:1; v/v) extrahiert Zur quantitativen Bestimmung der Restverschmutzung der Schaffell-Probe wurden die 
Extrakte vereinigt, und das Extraktionsmittel wurde unter Vakuum vollstandig abgedampft Die gravimetrische 
60 Bestimmung ergab, daB eine Reinigungsstufe von 97% erreicht worden war (d. 1l 97% des Gesamtschmutzes 
waren in dem Schritt des Waschens mit der RABK enthaltenden waBrigen Reinigungsphase entfemt worden, 
und 3% Restschmutz waren auf der Schaffell-Probe verblieben und erst durch Extraktion mit organischem 
Losungsmittel entfemt worden). 

65 Beispiele 6 bis 13 

Es wurde wie in Beispiel 5 vorgegangen. Die verwendeten Materialproben, die zusatzlich angewendeten 
Verschmutzungen, die Reinigimgstemperaturen und das Reinigungsergebnis (definiert wie in Beispiel 5) sind in 
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TabeIIe2 



Bsp. 


Materialprobe 


Vecschmutzung 
(%^ 


Temp. 
("O 


Reinigungs- 
stufe (%) 


5 


SchaifeU 


naturlich 


30 


97 


6 


ScbaffeU 


Lanolin 
10 


30 


95 


7 


Baumwollstoff 


kunsd. Fett 
10 


30 


85 


8 


Baumwollsto£f 


Blut 


25 


93 1 


9 


Sand 0,8-Imin) 


Rshol 
6 


30 


97 1 


10 


Phenyl-Formaldehyd- 
Kunststoff 


kunsd. Fett 
10 


30 


99 


U 


Glasplatte 


kunsd. Fett 
10 


30 


99 


12 


Natur-Rindleder 


kunsd. Fett 
10 


30 


91 


13 


Kunstleder 


kunsd. Fett » 
10 


30 





Anmerkungen zu Tabelle 2: 

a) Gewichts-%, bezogen auf das Gesamtgewicht Materialprobe -f Verschmutzung 

< 

b) kunstl. Fett: 30 Gew.-56 Lanolin, 30 Gew.-% Sonnenblumenol, 40 Gew.-% RohoL 



Wie sich aus den Beispielen ergibt, zeigt der Rhamnolipid-AIginat-Biopolymer-Komplex ausgezeichnete 
Reinigungseigenschafcen und ist aufgnind der hervorragenden oberflachenakdven Eigenschaften geeignet,. 
selbst Probleroschmutz (kunsd. Fett: 30 Gew.-% Lanolin, 30 Gew.-% Sonnenblumendl 40 Gew.-% Roh5l) weit- 
gehend aus Stoffen, Leder, Kunstleder bzw. von MaterialoberflSchen zu entfernen. Daruberhinaus zeigt der 
erfmdungsgemaBe RhamnoHpid-Alginat-Biopoiymer-Komplex keine reizende Wirkung auf der Haut und ist im 
Hinblick auf seine keinen Reiz bewirkenden Eigenschaften herkdmmlichen chemischen Tensiden uberlegen. 



Patentanspruche 

L Zur Erzeugung von RhamnoIipid-AJginatpolymer-Komplexen befahigtes Bakterium des Genus Pseudo- 
monas, erhaltltch aus Bodenproben aus dem Erdol-Fordergebiet Borislav, westliche Ukraine, durch Kuid- 
vieren in Schragagar-Rdhrchen oder auf Agar-PIatten in einer Nahrbouillon der Zusammensetzung (Men- 
genangaben in g/I): Mannit: 20,0; NaNOs: 10,0; CaCl2 H20: 0,1; MgS04{ H20: 0,4; Cetyltrimethylammoni- 
umbromid (CTAB): 0,2; Methylenblau 0,005; N2HPO4 • 2 H20: 0,44; KH2PO4: 034; Agar: 15,0; Spurensalze (2 
ml/1): FeS04-7 H20: 2,0; MnS04 H20: 1,5; (NH4)6Mo7024-4 H20: 0,6 unter Zusatz von 1^% Bacto-Agar* 
bei einem pH-Wert von 7,0, 

2. Bakterium nach Anspruch 1 mit folgenden Eigenschaften: 

— Individuen: einzeilig; 

— Form: Stabchen (siehe Fig. I); 

— GroBe Lange 1,5 bis 4,0 }mi; Breite: 03 bis 03 )im; 

— GeiBeln: polar 1 ; 

— Bewegung: f estgestellt ( 4- ); 

— Gramverhalten:Gram-negadv; 
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— Lyse durch 3% KO m 

— Aminopeptidase (Cemy): + ; 

— Sporen: keine ( — ); 

— Oxidase: +; 
5 — Catalase:+; 

— ADH:+ ; 

— NO2 aus N03:+; 

— Urease: +; 

— Hydrolyse von Gelatine: + ; 
10 — aerob; 

— Substratverwertung: 
Adlpat: +; 
Citrat:+; 

Malat: + ; 
15 D-Gluoose:+; 
Mannitol: + ; 
Acetamid: +; 
Geraniol: +, 

— Profil der zeliularen Fettsauren: typisch fur die Spezies Pseudomonas aeruginosa; 

20 — partielle Sequenziemng der 1 6SrDNA ergibt eine hohe Ahnlichkeit mit derjenigen dieser Art 

3. Bakterium nach Anspnich 1» erhaltlich durch ein Verfahren, bei dem man ein Bakterium des Genus 
Pseudomonas, insbesondere Pseudomonas aeruginosa, unter Schutteln auf einem Kulturmedium folgender 
Zusammensetzung zuchtet (Angaben der Mengen in g/1): NaNOs: 3,0; K2HPO4-3 H2O: 2fi; KH2PO4: 1,5; 
MgS04-7 HaOrO^; Na-dtrat:5,0;FeSO4-7 H20: 0,0005; CaCl2:0^;KohlenstoffquelIe: 20,0. 

25 4. Bakterium nach einem oder mehreren der Patentanspruche 1 bis 3, namlich Pseudomonas aeruginosa 

ID 96-1 15, hinteriegt bei der DSMZ-Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
am 23. Februar 1996 unter der Hinterlegungsnummer DSM 10554. 

5. Verfahren zur Gewinntmg eines zur Erzeugung von Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexen befahig- 
ten Bakteriums des Genus Pseudomonas nach Patentanspruch 1, Patentanspruch 2 oder Patentanspruch 4 

30 aus Bodenproben aus dem Erddl-Fordergebiet Borislav, westliche Ukraine, wobei das Verfahren den Schntt 

des Kultivierens des Bakteriums in Schragagar-Rohrchen oder auf Agar-Platten in einer NahrbouiUon der 
Zusammensetzung (Mengenangaben in g/l): Mannit: 20,0; NaNOs: 10,0; CaCl2-2 H20: 0,1; MgS04-7 HsO: 
0,4; Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB): 0,2; Methylenblau: 0,005; Na2HP04-2 H2O: 0,44; iCH2P04: 
034; Agar: 15,0; Spurensaize (2 ml/1): FeS04* 7 H20: 2,0; MnS04 • H20: 1^; (NH4)6Mo7024 • 4H20: 0,6 unter 

35 Zusatz von 1,5% Bacto-Agai^ bei einem pH-Wert von 7,0 umfaBt 

6. Verfahren zur Vermehrung eines zur Erzeugung von Rhanmotipid-AJginatpoIymer-Komplexen befahig- 
ten Bakteriums des Genus Pseudomonas nach einem oder mehren der Patentanspruche 1 bis 4, wobei das 
Verfahren die Schritte umfaBt, da6 man 

-~ ein wafiriges, mindestens eine assimilierbare Kohlenstoffquelle, mindestens eine assimilierbare 
40 Stickstoffquelle imd an sich bekannte Nahrsalze in geeigneten Konzentrationen enthaltendes Nahrme- 

dium herstellt und dieses sterilisiert; 

— das so erhaltene Nahrmedium mit einem Bakterium nach einem oder mehreren der PatentansprQche 
1, 2 oder 4 beimpft und das Bakterium des Genus Pseudomonas bei einem pH-Wert im Bereich von 6J5 
bis 7,5; 

45 — und bei einer Temperatur im Bereich von 20 bis 35**C; 

— aerob in bewegter Submerskuitur zuchtet 

7. Verfahren nach Patentanspruch 6, worin als assimilierbare Kohlenstoffquelle eine oder mehrere Verbin- 
dungen aus der aus Glucose, Xylose, Maltose, Saccharose, Mannit, Glycerin, Ethanol, n-Paraffine, Natrium- 
citrat, Natriumacetat, Natriumsuccinat und Fettsaureester bestehenden Gruppe verwendet warden. 

50 8. Verfahren nach Patentanspruch 7, worin als Kohlenstoffquelle ein oder mehrere pflanzliche Ole verwen- 

det werden, bevorzugt RapsdL 

9. Verfahren nach Patentanspruch 7, worin als Kohlenstoffquelle Abfalle aus der Margarine-Produktion 
verwendet werden. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Patentanspruche 6 bis 9, worin der pH-Wert im Bereich von 
55 63 bis 7^ liegt und/oder die Temperatur im Bereich von 25 bis 30** C liegt 

1 1. Verfahren nach einem oder mehreren der Patentanspruche 6 bis 10, worin als Bakterium Pseudomonas 
aeruginosa ID 96-1 1 5, hinteriegt bei der DSMZ-Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu- 
ren GmbH am 23. Februar 1996 unter der Hinterlegungsnummer DSM 10554, eingesetzt wird 

12. Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von Rhanmolipid-Alginatpolymer-Komplexen unter Per- 
60 mentation eines zur Erzeugung von Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplexen befahigten Bakteriums des 

Genus Pseudomonas, wobei das Verfahren die Schritte umfaBt, daB man 

— ein w§6riges, mindestens eine assimilierbare Kohlenstoffquelle, mindestens eine assimilierbare 
StickstoffiqueUe und an sich bekannte Nahrsalze in geeigneten Konzentrationen enthaltendes Nahrme- 
dium herstellt und dieses sterilisiert; 

65 ^ das so erhaltene Nahrmedium mit einem Bakterium des Genus Pseudomonas nach einem oder 

mehreren der Patentanspruche 1, 2, 3 oder 4 beimpft; 

— das Bakterium des Genus Pseudomonas bei einem pH-Wert im B r ich von 6,5 bis 7,5 und bei einer 
Temperatur im Bereich von 20 bis 35''C aerob in bewegter Submerskuitur zQchtet; 
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— die Zellen des Bal^Muns des Genus Pseudomonas auf an sich be^BRe Weise von dem wafirigen 




Medium abtrennt; und gegebenenfalls 

— die Rhainnolipki*A]ginatpolymer-Koniplexe aus dem zellfreien wafirigen Medium gewinnt 

13. Verfahren nach Patentanspruch 12, worin als assimilierbare Kohlenstoff quelle eine oder mehrere 
Verbindungen aus der aus Glucose, Xylose, Maltose, Saccharose, Mannit, Glycerin, Ethanol, n-Paraffine, 5 
Natriumcitrat, Natriumacetat, Natriumsuccinat imd Fettsaiu-eester bestehenden Gnippe verwendet wer- 
den. 

14. Verfahren nach Patentanspruch 13, worin als Kohlenstoffquelle ein oder mehrere pflanzliche Ole 
verwendet werden, bevorzugt RapsoL 

15. Verfahren nach Patentanspruch 13, worin als Kohlenstoffquelle Abfaile aus der Margarine-Produiaion to 
verwendet werden. 

16. Verfahren nach einem oder mehreren der PatentansprQche 12 bis 15, worin als Bakterium Pseudomonas 
aeruginosa ID 96-1 1 5, hinterlegt bei der DSMZ-Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu- 
ren GmbH am 23. Februar 1996 unter der Hinterlegungsnummer DSM 10554, eingesetzt wird 

17. Verfahren nach einem oder mehreren der PatentansprQche 12 bis 16, worin die Abtrennung des 15 
Bakteriums von dem wafirigen Medium mittels Zentrifugation und/oder Membranfiltration erfolgt 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der PatentansprQche 1 2 bis 1 7, worin die Gewinnung des Rhamno- 
lipid-AlginatpoIymer-Komplexes aus dem zellfreien Medium mittels Gefriertrocknen oder Ausfallen aus 
der Ldsimg, vorzugsweise durch Abdampf en des wafirigen Mediums oder durch Zusatz eines Fallungsmit- 
tels, erfolgt 20 

19. Rhamnaiipid^Al^satpolynier-Komplex aus Bausteinender Strulcturen 



COOH 




(Alg) 




o 
I 



I 



(CHj)e (RLD 
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HO MO 
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1 11 
Q O— ^H— CH^-C — O-CH-CHj— C-OH 

CH3 CM, 



25 
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35 



40 



45 



50 



55 

(RLD) 



60 



HO HO 

20. Rhamnolipid-Alginatpolymer-IComplex nach Patentanspruch 19, worin zwei RhamnoUpid-Komponea- 65 
ten der Strukturen RL I und RL II und eine Alginatpolymer-Komponente der Struktur Alg gemafi Patent- 
anspruch 20 enthalten sind. 

21. Rhamnolipid-Alginatpolymer-Komplex nach ein m oder m hreren der PatentansprQche 19 und 20, 
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herstellbar nach dem >M|Hlren nach Patentanspruch 12.^ ^ 
22. Einen oder mehrere RliamnoUpid-Alginatpolymer-KorapIex(e) nach einem oder mehreren der Patentan- 
spruche 19 bis 21 enthaltende waBrige Konzentrate, worin der Gehalt an einem oder mehreren Rhanmoli- 
pid-Alginatpolymer-Koraplex(en) im Bereich von 6,0 bis 12,0 g/1 liegt 
5 23. Einen oder mehrere RhamnoIipid-AJginatpolymer-Komplex(e) nach einem oder mehreren der Patentan- 

spruche 19 bis 21 enthaltende waBrige Emulsionen, worin der Gehalt an einem oder mehreren Rhamnolipid- 
AlginatpoIymer-Kompiex(en) im Bereich von 0,05 bis 5 Gew.-% liegt 

24. Einen oder mehrere Rharanolipid- AJginatpolymer-Komp!ex(e) nach einem oder mehreren der Patentan- 
spruche 19 bis 21 enthaltende waBrige Losungen, worin der Gehalt an einem oder mehreren Rhamnolipid- 

10 Alginatpolymer-Komplex(en) im Bereich von 0,1 bis 15 Gew.-% liegt 

25. Verwendung eines Konzentrats, einer Emukion oder einer Ldsung nach einem der Patentansprudie 22 
bis 24 zur Reinigung von Textilien. 

26. Verwendung nach Patentanspruch 25, worin die Textilien aus Wolfe, Fell, Leder, Kunstleder, BaumwoUe; 
Seide, ICunstseide oder Leinen bestehen. 

15 27. Verwendung nach Patentanspruch 25 oder Patentanspruch 26, worin die durch Reinigen zu beseitigende 

Verschmutzung pflanzliche(sX tierische(s) oder mineralische(s) Fett(eX pflanzlich€<sX tierische(s) oder mine- 
ralische(s) Ol(e), Lanolin und/oder Blut umfaBt 

2S. Verwendung eines Konzentrats, einer Emulsion oder einer Ldsung nach einem der Patentanspruche 22 
bis 24 zur Reinigung von Bodenmaterial wie beispielsweise Erde, Sand, Kehrgut, Gestein, o. 3. 
20 29. Verwendung eines Konzentrats, einer Emulsion oder einer Ldsung nach einem der Patentanspruche 22 

bis 24 zur Reinigung von Wasser. 

30. Verwendung eines Konzentrats, einer Emulsion oder einer Ldsung nach einem der Patentanspruche 22 
bis 24 zur Reinigung von Anlagen, Maschinen, Maschinenteilen* Werkzeugen und Instrumenten. 

31. Verwendung eines Konzentrats, einer Emulsion oder einer Ldsung nach einem der Patentanspruche 22 
25 bis 24 zur Reiniguiig olverschmutzter Tiere. 

3Z Verwendung eines Konzentrats, einer Emulsion oder einer Ldsung nach einem der Patentansprfiche 22 
bis 24 zur Herstellung lebensmittelchemischer Emulsionen. 

33. Verwendung eines Konzentrats, einer Emulsion oder einer Ldsung nach einem der Patentanspruche 22 
bis 24 zur Herstellung kosmetischer Emulsionen. 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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TI Stable cosmetic lotions containing ascorbic acid 2-pliosptiate sodium 

salt and polyalcohols 
IN Matsura, Ichiro; Kizaki, Yoshiho 
PA Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd., Japan 
SO Jpn. Kokai Tokkyo Koho, 3 pp. 

CODBNj ^ ^ v 

PI 03275610 A2) C1 99112 0 6 Q Heisei * 

AI !^^S^373'^5?^I3i:990G323 

IiA Japanese 

IC ICM A61K007-00 

CC 62-4 (Essential Oils and Cosmetics) 
Section cross-reference (s) : 16 

AB Cbsmetic lotions (neutJ^a.! or weakly acidic) contain 0.05-3.0 wt.% 
L-ascorbic acid 2-phosphate Na salt and 1-20 wt.% polyalcs. Tlis 
cosmetics are stable and show skin -lightening and moisturizing 
effects. Pseudomonas azotocolligans was stirred with. L-ascorbic 
acid, K4P207, Nissan Nymeen S-215, xylene, and an acetate buffeir at 
40, degree- and pH .apprx.4.0 for 36 h to manuf • L-^ascorbic acid 
2-phosphate (I) , which was refluxed with aq. NaOH and EtOH to give 
71% I Na salt- Lactic acid 0.05^ Na lactate 0.45, L- serine 0.3, 
methylparaben 0.1, propylene glycol 8.5, I Na salt 83.87, 
polyoxyethylene glyceryl pyroglutamate isostearate diester 0.5, 
perfumes 0.03, and modified EtOH 8.0 wt.% were mixed to give a 
cosmetic lotion (pH 5) . 

ST lotion skin lightening polyalc ascorbate? ascorbate phosphate 
polyalc skin lightening 

IT Alcohols, biological studies 
RL: BIOL (Biological study) 

V (polyhydric, skin- lightening cosmetic lotions contg. ascorbic 
acid phosphate sodium salt and, st.able) 

IT Cosmetics 

(skin- lightening, contg. ascorbic acid phosphate sodium salt and 
polyalcs . , stable) 
IT 23313-12-4P, L-Ascorbic acid 2-phosphate 

RL: IMF (Industrial manufacture) ; PREP (Preparation) 

(raanuf. and salt formation of, with sodium hydroxide for skin 
lightening cosmetics) 
IT 109620-90-8P, L -As corbie acid 2-phosphate sodium salt 
RL: PREP (Preparation) 

(prepn. of, skin- lightening cosmetic lotions contg. polyalcs. 
and, stable) 

IT 56-81-5, Glycerin, biological studies 57-55-6, Propylene glycol, 
biological studies 107-88-0, 1,3-Butylene glycol 
RL: BIOL (Biological istudy) 

(skin- lightening cosmetic lotions contg. ascorbic acid phosphate 
sodium salt and, stable) 
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